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第１章 ハリタイヨウチュウを用いた水質モニタリングシステムの開発                                
 1 序論 








出する水質検査システム（Cairns et al., 1973, Kang et al., 2009, Liao, et al., 2012, Huang et al., 
2014）や生態信号を利用したバイオアッセイシステム（寺脇ら、2011）、呼吸波計測に基
づいた計測（来山ら、2012）などがある。また、ミジンコを用いた毒物の検出システム














































al.,  2006）が挙げられる。 
軸足 
A B C D 
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項目名 基準値 種別 (備考) 
カドミウム及びその化合物 0.003 mg/l 以下 急性毒性,金属 (毒性強い） 
水銀及びその化合物 0.0005 mg/l 以下 急性毒性,金属 (毒性強い） 
セレン及びその化合物 0.01 mg/l 以下 急性毒性,金属 (毒性強い） 
鉛及びその化合物 0.01 mg/l 以下 急性毒性,金属 (毒性強い） 
砒素及びその化合物 0.01 mg/l 以下 急性毒性,金属 (毒性強い） 
六価クロム化合物 0.05 mg/l 以下 急性毒性,金属 (毒性強い） 
シアン化合物イオン及び塩化シアン 0.01 mg/l 以下 急性毒性,金属 (毒性強い） 
表1-1 水道の水質基準項目と基準値 (抜粋） 
水道法第４条に基づく水質基準(厚生労働省） 
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  0.030(96-h) : 増殖阻害 
  










  急性カテゴリー1 に
相当(評価指標が 
異なる) 
























< 0.00026(41-w) : 
生殖阻害NOEC 
< 0.00023(35-d) : 
成長・生殖阻害
NOEC 











1) EPA, Ambient Water Quality Criteria for Mercury(1984). 


















































































  分類基準なし 
3) Hazardous Substances Data Bank(HSDS), U.S.National Library Medicine(1997). 
4) AQUIRE/NUMERICA データベース. 
5) 小林直正, 水汚染の生物検定, サイエンティスト社(1985). 
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0.45 (48-h, 塩化鉛) 
  
3.61 (48-h, 酢酸鉛) 


























5.58 (96-h, 塩化鉛) 
 
482 (96-h, 塩化鉛) 
 
23.8 (96-h, 塩化鉛) 
 
442 (96-h, 塩化鉛) 
 
20.6 (96-h, 塩化鉛) 
 
1.32 (96-h, 塩化鉛) 
 
1.17 (96-h, 塩化鉛) 

















6) IPCS, Environmental Health Criteria 85 (1989). 
7) AQUIRE (US EPA, ECOTOX Database System). 
表1-5 砒素イオンの毒性データ 





藻類 Selenasstrum capricornutum6) 
(セレナストルム) 
  30(72-h, AsHNa2O4) : 増殖阻害 急性カテゴリー3 
に相当 
甲殻類 Daphnia magna6) 
(オオミジンコ) 
 




















































・TG 201 藻類およびシアノバクテリア生長阻害試験 （改訂版、2011年7月承認）  
・TG 202 ミジンコ類急性遊泳阻害試験 （改訂版、2004年11月承認）  
・TG 203 魚類急性毒性試験 （改訂版、1992年7月承認）  
・TG 204 魚類延長毒性試験：14日間 （1984年4月承認）  
・TG 205 鳥類摂餌毒性試験 （1984年4月承認）  
・TG 206 鳥類繁殖試験 （1984年4月承認）  
・TG 207 ミミズ急性毒性試験 （1984年4月承認）  
・TG 208 陸生植物試験（2006年8月承認）  
・TG 209 活性汚泥呼吸阻害試験 （1984年4月承認）  
・TG 210 魚類の初期生活段階毒性試験 （2013年7月承認）  
・TG 211 ミジンコ繁殖試験 （改訂版、2012年10月承認）  
・TG 212 魚類の胚・仔魚期における短期毒性試験 （1998年9月承認）  
・TG 213 ミツバチ急性経口毒性試験 （1998年9月承認）  
・TG 214 ミツバチ急性接触毒性試験 （1998年9月承認）  
・TG 215 魚類稚魚成長毒性試験 （2000年1月承認）  
・TG 216 土壌微生物窒素無機化試験 （2000年1月承認）  
・TG 217 土壌微生物炭素無機化試験 （2000１月承認）  
・TG 218 底質によるユスリカ毒性試験 （2004年11月）  
・TG 219 水質によるユスリカ毒性試験 （2004年11月）  
・TG 220 ヒメミミズ科繁殖試験 （2016年7月）  

































1-4 実用化されているバイオモニタリング装置  
(1)オルセイバー 
 「オルセイバー」は、オルガノ株式会社（〒136-8631 東京都江
東区新砂1-2-8 TEL: 03-5635-5215 E-mail: ebc@organo.co.jp）が
2003年8月から販売している、ヒメダカを用いた上水・専用水道等
のバイオアッセイ水質監視装置（図1-3）である。大きさはw600 × 

































視システムである（Intelligent  Aquatic 














































































































































 第２章 水質基準物質項目に対するハリタイヨウチュウの反応性 
2-1 緒言 
 上水道や下水道には水質基準項目と基準濃度が定められている。ハリタイヨウチュウは
重金属に対して軸足が鋭敏に反応することが報告されている（Khan et al.,  2006）。このこ
とから重金属を含む有害物質に対するハリタイヨウチュウの軸足への影響について実験を





汽水性の池から採取し、研究室で無菌培養しているもの（Khan et al.,  2006）である。餌
は、クロロゴニウム Chlorogonium capillatum（Sakaguchi et al., 2002）を与えた。 
 300 mLサイズの三角フラスコに、10％人工海水（47 mM NaCl, 1.1 mM KCl, 1.1 mM 
CaCl2･2H2O, 2.5 mM MgCl2･6H2O, 2.5 mM MgSO4･7H2O,  5mM Tris-HCl (pH 7.8) ）と10%ク
ロロゴニウム培地（0.74 mM sodium acetate, 0.01% polypeptone, 0.02% tryptone, 0.02% 




 餌のクロロゴニウムは、50 mlサイズの三角フラスコにクロロゴニウム培地（7.4 mM so-
dium acetate, 0.1% polypeptone, 0.2% tryptone, 0.2% yeast extract,  0.01 mg/ml CaCl2）を加圧滅













 水銀の場合、1×10-5 Mで p > 0.01と有意な差が見られた。砒素では、1×10-4 Mで p > 
0.01有意な差が見られた。鉛の場合、1×10-5 Mで有意な差が見られ、1×10-4 Mで p > 0.01
となった。六価クロムでは、1×10-4 Mで軸足の短縮はあったが有意差はなく、1×10-2 Mで 
p > 0.01有意な差が見られた。シアンでは、1×10-5 Mで軸足の短縮はあったが有意差はな
く、1×10-3 Mで有意な差が見られ、1×10-2 Mで p > 0.01となった。セレンでは、1×10-4 M
で軸足は伸長したが、1×10-2 Mでコントロールと比較して p > 0.01有意な差が見られた。
カドミウムの場合、1×10-4 Mで p > 0.01と有意な差が見られた。亜鉛の場合、1×10-4 Mで 
p > 0.01と有意な差が見られた。ジクロロ酢酸の場合、1×10-4 Mで p > 0.01と有意な差が見
られた。フッ素の場合、2.5×10-2 Mで有意な差が見られ、5×10-2 Mで p > 0.01となった。
ホルムアルデヒドでは、1×10-4 Mで軸足は伸長したが、1×10-2 Mでコントロールと比較し
て p > 0.01有意な差が見られた。臭素は、0.78×10-3 Mで有意な差が見られた。ブロモホル
ムでは、6.35×10-4 Mで軸足の短縮はあったが有意差はなく、6.35×10-3 Mで p > 0.01有意な
差が見られた。トリクロロ酢酸では、1×10-5 Mで軸足は伸長したが、1×10-3 Mで p > 0.01
有意な差が見られた。ホウ酸は、1×10-3 Mで軸足は伸長したが、1×10-2 Mでコントロール
と比較して有意な差が見られた。ベンゼンは、1×10-3 Mで有意な差が見られ、1×10-2 Mで 
p > 0.01となった。ブロモジクロロメタンは、6.11×10-5 Mで有意な差が見られた。ジクロロ
メタンは、1×10-2 Mで有意な差が見られた。テトラクロロエチレンは、5×10-4 Mで有意な
差が見られた。トリクロロエチレンの場合、4.86×10-3 Mで p > 0.01と有意な差が見られ
た。ジクロロエチレンの場合、2.63×10-3 Mで p > 0.01と有意な差が見られた。クロロ酢酸



















る。＊＊は p < 0.01、＊は  p < 0.05を示している。 
＊＊ 
＊＊ 





































物質名 濃度 反応 
クロロホルム 1×10-3 M 軸足が伸長 
ジオキサン 1×10-3 M 軸足が伸長 
塩素酸 9.39×10-3 M 変化なし 
亜硝酸窒素 5×10-2 M 変化なし 
硝酸態窒素 5×10-2 M 軸足が伸長 
ジブロモクロロメタン 4.8×10-5 M 軸足が伸長 
マンガン 1×10-3 M 軸足が伸長 
表2-1 物質別軸足の有意差なし一覧 


















































濃度から軸足の短縮が 80％と測定され、-6乗モル濃度では 50％になった。さらに -5乗モ
ル濃度では軸足の短縮は 30％になった。-3乗モル濃度より濃い濃度では軸足の短縮は 
10％にとどまった。メダカは -1乗モル濃度で 50％遊泳阻害が見られ、それ以上の濃度で
は 0％とになり死滅した。アルテミアは -3.5乗モル濃度で 60％の遊泳阻害が見られ、-3
乗モル濃度には 10％を示した。カドミウムイオンでは、ハリタイヨウチュウは -7乗モル
濃度から軸足の短縮が 80％と測定され、-7乗モル濃度では 50％になった。さらに -5乗モ
ル濃度では軸足の短縮は 40％になった。-3乗モル濃度より濃い濃度では軸足の短縮は 






























原生生物 ハリタイヨウチュウ、魚類 メダカ、甲殻類 アルテ
ミア（ブラインシュリンプ)の実験方法のイメージ図である。 
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mg/L M ﾊﾘﾀｲﾖｳﾁｭｳ メダカ アルテミア 
水銀 0.0005 2.49×10-9 1×10-7 1×10-4 3×10-2 
砒素 0.01 1.33×10-7 3×10-7 5×10-4 5×10-4 
鉛 0.01 4.88×10-8 1×10-6 7×10-2 7×10-4 
六価クロム 0.05 9.62×10-7 5×10-3 nd 5×10-3 
シアン化物イオン 0.01 3.84×10-7 2×10-3 nd 5×10-2 
セレン 0.01 1.27×10-7 2×10-3 nd 4×10-3 
カドミウム 0.003 2.67×10-8 2×10-6 6×10-2 8×10-2 
トリクロロ酢酸 0.2 1.22×10-6 5×10-2 nd 1×10-2 
クロロホルム 0.06 5.03×10-7 > 1×10-2 nd 5×10-2 
1,4-ジオキサン 0.05 5.67×10-7 > 1×10-2 nd > 1×10-1 
ホルムアルデヒド 0.08 2.67×10-6 2×10-3 nd 1×10-1 
フッ化ナトリウム（フッ素
化合物として） 
0.8 4.21×10-5 > 1×10-2 nd 5×10-1 
ジクロロメタン 0.02 2.35×10-7 1×10-2 nd 2×10-2 
クロロ酢酸 0.02 2.14×10-7 5×10-3 nd 2×10-2 
ジクロロ酢酸 0.04 3.10×10-7 1×10-4 nd 1×10-2 
ベンゼン 0.01 1.28×10-7 5×10-3 nd 5×10-3 
ホウ素 1 9.25×10-5 > 1×10-2 nd > 1 
塩素酸 0.6 7.19×10-6 > 1×10-2 nd nd 
臭素酸 0.01 7.82×10-8 > 8×10-3 nd nd 
亜硝酸態窒素 0.04 2.86×10-6 > 3×10-2 nd nd 
硝酸態窒素 10 7.14×10-4 > 3×10-2 nd nd 
ジクロロエチレン 0.04 4.13×10-7 2×10-2 nd nd 
トリクロロエチレン 0.01 7.61×10-8 3×10-3 nd 3×10-3 
テトラクロロエチレン 0.01 6.03×10-8 > 5×10-4 nd 5×10-5 
四塩化炭素 0.002 1.30×10-8 2×10-3 nd 2×10-3 
ブロモホルム 0.09 3.56×10-7 5×10-3 nd 1×10-3 
ブロモジクロロメタン 0.03 1.83×10-7 > 4×10-5 nd > 6×10-4 
ジブロモクロロメタン 0.1 4.80×10-7 > 4×10-5 nd > 5×10-4 















 低濃度の重金属イオンに、ハリタイヨウチュウの軸足が短縮すること(Khan et al., 2006)
と、さらに軸足が短くなる際に、軸足から生じる位相差シグナルが減少することを見出し



































































































元画像の背景処理 反転処理 軸足部分の抽出処理 
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 この装置で観察した結果が図5-3の画像写真である。画像 aはコントロールの汽水を流し 
画像 bでポンプを止めて、その後濃度 1mg/Lの塩化第２水銀を暴露した。画像 b-dの間、塩



































































j k l 
-15 分 5 分 20 分 0 分 
40 分 65 分 90 分 115 分 
140 分 165 分 190 分 215 分 
図5-3. 1 mg/l HgCl2処理によるハリタイヨウチュウの画像の変化。 
b-dの20分間はHgCl2処理し、この間はポンプは停止させた。その後ポンプを作動させ汽水を流した。 
a b c d 
e f g h 
i j k l 
図5-4. HgCl2処理によるハリタイヨウチュウRaphidiophrys contractilisの細胞数の変化。 
図中のa-lは、図3-3の画像写真に対応している。赤の線は、コントロールとして汽水を流し続けた
結果、約200分後も細胞数に変化はなかった。緑の線は、0.1 mg/l HgCl2処理を0-20分間行い、その



































































の減少は鉛イオンの 1 mM のみ現れた。鉛イオンは 25分以降に細胞数が減少し始めた。45
分後には 35%まで細胞数は減少した。水銀イオンの試料水の場合では、流入直後から濃度 
100 nM は細胞個体数が徐々に減少し始めた。40分後には 50％まで細胞数は減少した。水
銀イオンの濃度 1 μMの 試料水の場合では、5分後に 80％減少し、10分後には 30％まで
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図6-7 カドミウムイオンの影響 
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図6-8 鉛イオンの影響 
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図6-9 砒素イオンの影響 
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図6-11 クロムイオンの影響 
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図6-12 シアンイオンの影響 
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int gLEDPin = 5; 
int wLEDPin = 2; 
int rLEDPin = 13; 
int bLEDPin = 9; 
void setup() { 
  pinMode(gLEDPin, OUTPUT); 
  pinMode(wLEDPin, OUTPUT); 
  pinMode(rLEDPin, OUTPUT); 
  pinMode(bLEDPin, OUTPUT); 
} 
void loop() { 
  digitalWrite(gLEDPin, HIGH); 
  delay(2000); 
  digitalWrite(wLEDPin, HIGH); 
  delay(2000); 
  digitalWrite(rLEDPin, HIGH); 
  delay(2000); 
  digitalWrite(bLEDPin, LOW); 
  delay(2000); 
  digitalWrite(gLEDPin, LOW); 
  delay(2000); 
  digitalWrite(wLEDPin, LOW); 
  delay(2000); 
  digitalWrite(bLEDPin, HIGH); 
  delay(2000); 
  digitalWrite(rLEDPin, LOW); 





















































const int analogInPin1 = A0; 
const int analogInPin2 = A5; 
const int analogOutPin1 = 9; 
const int analogOutPin2 = 5; 
 
int sensorValue1 = 0; 
int sensorValue2 = 0; 
int outputValue1 = 0; 
int outputValue2 = 0; 
 
void setup() { 
} 
 
void loop() { 
  sensorValue1 = analogRead(analogInPin1);  
  outputValue1 = map(sensorValue1, 0, 1023, 0, 255);   
  analogWrite(analogOutPin1, outputValue1);           
  delay(1000); 
  analogWrite(analogOutPin1, 0); 
  sensorValue2 = analogRead(analogInPin2); 
  outputValue2 = map(sensorValue2, 0, 1023, 0, 255); 
  analogWrite(analogOutPin2, outputValue2);         
  delay(1000); 
  analogWrite(analogOutPin2, 0); 

















 ポンプの性能試験の結果(図7-9)、平均流速（黒の実線）は1.000 ml /5 minであった。一
方、最大の瞬間流速（赤の実線）は 0.2 ml / min x 10.439/0.601 = 3.47 ml / minであった。
もしもポンプの駆動間隔を5.1secから1.1secに変えた場合には平均流速は 0.2 ml/min x 
5.1/1.1 = 0.93 ml / minとなる。ポンプの駆動間隔を5.1 secに設定した場合の流速（単位時





で短縮することが可能であった。この場合の流速は 0.93 ml / minとなり、これがこのポン
プの最大平均流速であった。一方、ポンプを駆動させている時間における瞬間流速は最大


























































; ハリタイヨウチュウ水質監視プログラム HelioSensor ver. 1.0 













 screen 0,640,480,0,0,0 
 screen 2,200,227,0,645,0 ;表示ウィンドウ0の初期化 
 screen 3,200,220,0,645,258 ;表示ウィンドウ0の初期化 
 gsel 2 
 cls 0 
 title "Data monitor" 




 print "Program start: "+hstart+":"+mstart+":"+sstart 
 print "Time interval:      sec" 
 pos 115,35 
 tinterval=10 
 input tinterval,40 
 pos 0,65 
 tshift=0 
 gsel 3 
 cls 4 
 title "Time sequence" 
 color 100,200,200  
 pos 20,20 
 line 20,200 
 line 190,200 
 time00=hstart*60*24+mstart*60+sstart; スタート時刻（sec単位） 
 time0=time00-tinterval; 前回測定した時刻 
 pos 0,70 
 gsel 0 
 cls 4 
 title "HelioSensor 1.0" 
 pos 0,0 
 ;button gosub "capture", *camera 
 ;button gosub "binary", *binary 
 ;button gosub "pget", *ppget 
 ;button gosub "c+b+p", *pseq 
 button gosub "start", *pseq2 
 button "end", *pend 
 buffer 1,640,480; 仮想ウィンドウ1を作る  
 stop 
 
*initts ;Time sequence画面の初期化 
 gsel 3 
 cls 4 
 title "Time sequence" 
 color 100,200,200  
 pos 20,20 
 line 20,200 






 cvcapture ;カメラキャプチャ開始 
 gsel 1; ウィンドウ1（仮想ウインドウ）を描画先に指定 
 repeat 10; 画像取り込みを繰り返してLED照明が安定するのを待
つ 
  cvgetcapture 
  cvgetimg 
 loop 
 gsel 0; ウィンドウ0（表示ウインドウ）を描画先に指定 
 cvgetcapture 
 cvsel 0 
 cvflip 













 gsel 1; ウィンドウ1（仮想ウインドウ）を描画先に指定 
 gcopy 0,0,0,640,480; 表示W0の画像を仮想W1に転送 
 ptotal = 0 
 for py,0,479,1 
 for px,0,639,1 
  pget px,py 
  title ""+ginfo_r 
  if ginfo_r>50 {btns=255} else {btns=0} 
  if ginfo_r>50 {ptotal=ptotal+1} 
  color btns,0,btns 
  pset px,py 
 next 
 gsel 0 
 pos 0,0 
 gcopy 1,0,0,640,480; 仮想W1の画像を表示W0に転送 
 gsel 1 
 next 
 gsel 2 
 timex=time0-time00+tinterval 
 if ginfo_cy>230 {cls} 





 if cposx>190: gosub *initts  
 gsel 3 
 rad=3 
 color 255,255,255 
 circle cposx-rad,cposy-rad,cposx+rad,cposy+rad,1  
 return 
 
*pseq; シングル測定ルーチン  
 gosub *camera 
 gosub *binary 




 if tinterval<=0: tinterval=10 
 repeat  
 time=gettime(4)*60*24+gettime(5)*60+gettime(6)-time0; 前回の測
定時刻からの経過時間 
 if time>tinterval { 
 gosub *pseq 
 time0=time0+tinterval 
 } 



































































（ 1 μM ）、機械刺激性カルシウムイオンチャネルの阻害剤であるガドリニウムイオン





































































































図8-3 10μM HgCl2 投与後の軸足の収縮と剥離（位相差顕微鏡 40倍） 
A 水銀イオン流入前、B 水銀イオン流入直後、C 水銀イオン流入 9秒後、D 水銀イオン流入 1分
20秒後、E 水銀イオン流入 1分46秒後である。試料水は左から右に流れている。 
A 水銀イオン流入前 B 水銀イオン流入直後 C 水銀イオン流入 9秒後 










時 間 ( 分 ) 
Hg2+ 1μM (1.1 mM Ca2+)  
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Ca2+有(餌の捕獲) Ca2+有(Gd3+, Hg2+有) Ca2+無(Hg2+有) Ca2+有(Hg2+有) Ca2+有(通常状態) 






















化合物の種類 HgCl2 CdCl2 Pb(NO3)2 AsCl3 
金属の原子量 200.59 112.411 207.2 74.92 
EC201)（M） 1.0 × 10-9 M 1.6 × 10-7 M 1.0 × 10-8 M 3.2 × 10-5 M 
EC202) 0.00020 mg/l 0.018 mg/l 0.0022 mg/l 0.0000024 mg/l 
EC503)（M） 4.0 × 10-7 M 8.0 × 10-7 M 5.0 × 10-7 M 3.2 × 10-5 M 
EC502) 0.081 mg/l 0.090 mg/l 0.11 mg/l 0. 24 mg/ml 
これまでの報告値4) 0.005-0.40 mg/l 0.003-7.03 mg/l 0.45-482 mg/l 4.2-135 mg/l 
環境基準2) < 0.0005 mg/l < 0.003 mg/l < 0.01 mg/l < 0.01 mg/l 
1)  EC20: 軸足の長さを通常の80%に短縮させる濃度 
2) それぞれの化合物中に含まれる金属についての濃度に換算した値 













と、軸足の示す位相差シグナルの強度を示す数値データを抽出した。                         



























明を与えた。測定に用いた面積は、一辺が約 1.5 mmの領域で、この中に 200-300個体のハ
リタイヨウチュウをあらかじめ付着させておき、上述の位相差顕微鏡を用いたモニタリン























































































































消費電力 50W以下 350W以下 500W以下 
















道、ビ ル、マ ン シ ョ
ン、学校・病院等 
上水道事業の浄水場 上水道事業の浄水場 
表9-2 水質モニタリング用途のバイオセンサーの比較  
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